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6 La presente invention concerne' un nouveau procede de preparation d'un 

microorganisme evoiue pour la production de 1,2-propanediol, le microorganisme 
evolue ainsi obtenu et son utilisation pour la preparation de 1,2-propanediol. 

Le 1,2-propanediol ou propylene glycol, dialcool en C3, est un produit 
chimique utilise dans de nombreux domaines. C'est un constituant des resines de 
10 polyesters insatures ; des detergents liquides ; des agents de refroidissement, 
anti-gel et de fluide de degivrage des avions. L^utilisation du propylene glycol est 
en emergence depuis les annees 1993-1994 en remplacement des derives 
ethyleniques qui sont reconnus comme plus toxiques que les derives 
propyieniques. 

15 Le 1,2-propanediol est actuellement produit par voie chimique par un. 

precede d'hydratation d'oxyde de propylene utilisant de large quantity d'eau. La- 

•I " c 

production d'oxyde de propylene peut etre effectuee sefon deux precedes I'ur^"^ 
utilisant de repichlorydrine, I'autre de I'hydroperoxide. Ces deux voies utilisent des 

■t ' 

produits fortement toxiques. De plus, la voie de I'hydroperoxide genere des co^ 
20 produits tels que le ter-butanol ou le 1 phenyl ethanol qu'il est necessaire de 
valoriser pour rentabiliser la production d'oxyde de propylene. La voie chimique 
produit generalemenf du 1,2-propanediol racemique alors qu'il existe deux formes 
de stereoisomeres le (R) 1.2 propaendiol et le (S) 1,2-propanediol dont I'interet 
n'est pas negligeable pour d'autres applications. 
25 Ces inconvenients lies a la production chimique du 1,2-propanediol font de 

la voie de production bioiogique une alternative prometteuse. Plusieurs 
microorganismes sont capables de produire naturellement du ( S ) ou ( R ) 1 ,2- 
propanediol a partir de sucre, tels que le glucose ou le xylose qui sont metabolises 
par la voie de la glycolyse, ou encore, a partir de deoxyhexoses qui conduisent 
30 alors a la formation de ( S ) 1,2-propanediol {Cameron D. C . et coll. (1998) 
BiotechnoL Prog.). Parmi les microorganismes les plus performants sont a citer 
Clostridium splienoides {Tran Din K. et coll. 1986) et Thermoanaerobium 
thermosaccharolyticum {Altaras N. E. and Cameron D. C. 2001). Ce dernier est 
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capable de fermenter plusieurs types de sucres en (R) 1 .2-propanediol avec un 
rendement qui varie de 0.13 a 0.28 g de 1 , 2-propanediol produit/ g de glucose 
consomme. Chez ces deux microroganismes, les enzymes responsables de la 
synthese de 1 .2-propanediol n'ont pas ete Identifiees. et I'amelioration de leurs 
performances est limitee par le manque d'outils genetlques disponibles. Par 
ailleurs, E. coli possede tous les genes necessaires a la production de 1,2- 
propanediol meme si E. cofJne produit pas naturellement du 1 .2-propanediol. En 
effet, le 1 . 2 propanediol doit etre produit a partir de methyl glyoxal, un compose 
fortement toxique pour la cellule meme a faible concentration. Aussi. des precedes 
utilisant des souches d'E. co//genetiquement modifiees afin qu'elles produisent du 
1 .2-propanediol ont ete decrits notamment dans US 6 303 352. US 6 087 140 et 
WO 98/37204. Ces precedes utilisent notamment la surexpression d'une ou 
plusieurs enzymes impliquees dans la voie metabolique de production du 1,2- 
propanediol par clonage de leurs genes dans des plasmides et done imposent une 
pression de selection a I'aide d'antibiotiques. Pour ameliorer les performances des 
souches certains genes endogenes sont egalement deletes (voir par exemple 
A/taras N. E and Cameron D. C. (2000) BiotechnoL Prog. 16. 940-946 : Altaras N. 
E. and Cameron D. (1999) AppL Env. Microb., 65, 1180-1185). 

Un precede utilisant un microorganisme evolue coproduisant du 1.2- 
propanediol et de I'acetone. deux coproduits vaiorisables. n'a jusqu'alors jamais 
ete decrit. 

La presente invention conceme done un precede de preparation d'une 
souche de microorganismes evolues pour la production de 1 .2-propanediol par 
metabolisme d'une source de carbone simple, ledit precede comprenant la culture 
sous pression de selection dans un milieu de culture approprie comprenant une 
source de carbone simple, d'une souche bacterienne initiale comprenant une 
deletion du gene tpiA et une deletion d'au moins un gene implique dans la 
conversion du methyl glyo5cal (propanal) en lactate, afin de faire evoluer dan^ 
io„-!.j« ..,u^h^ iniYwb un ou nlusieurs asnes impiiquss dsns la voie de biosynthese 
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isole la ou les souches de microorganismes evolues ayant une activite « 1,2- 
propanediol synthase » amelioree. 

Le gene tpiA code pour la triose phosphate isomerase qui catalyse la 
conversion du DHAP en glyceraldehyde 3 phosphate. La deletion de ce gene a 
5 pour objet d'assurer la synthese d'une quantite suffisante de nnethy! glyoxal, 
Theoriquement, la deletion du gene tpiA doit permettre d'assurer que 50% du 
carbone du glucose metabolise par les cellules soit affecte a la preparation du 
methyl glyoxal a partir du dihydroxy acetonephosphate. 

La deletion d'au moins un gene implique dans la conversion du methyl 

10 glyoxal (propanal) en lactate a pour objet d'inhiber la conversion du methyl glyoxal 
en lactate, de maniere que Tessentiel du methyl glyoxal present et produit par la 
souche initiale, comme par la souche evoluee obtenue, soit employe par la 
machinerie cellulaire desdites souches pour la preparation de 1 ,2-propanediol. 

Les genes impliques dans la conversion du methyl glyoxal en lactate sont 

15 choisis parmi le gene gloA codant pour la glyoxylase I (catalysant la synthese de 
lactoyi glutathione a partir de methylglyoxal) et les genes aldA et aldB oodanX poun 
une lactaldehyde deshydrogenase (catalysant la synthese de (S) lactate a partir; 
de (S) lactaldehyde). De preference, la souche initiale comprend la deletion des; 
trois genes gJoA, aldA et aldB, 

20 De maniere avantageuse, on effectue une modification supplementaire de 

la souche initiale qui consiste a supprimer les voies naturelles de fermentation du 
glucose qui sont consommatrices d'equivalents reducteurs sous forme de NADH 
afin d'eliminer ces voies metaboliques qui sont en competition avec la production 
de 1,2-propanediol. 

25 On citera en particulier la deletion du gene IdhA codant pour la lactate 

deshydrogenase catalysant la synthese de lactate a partir de pyruvate, et celle du 
gene adhE codant pour Talcool-aldehyde deshydrogenase catalysant la synthese 
d'ethanol a partir d'acetyl-CoA. 

De meme, on peut obliger le microorganisme a utiliser le complexe 

30 pyruvate deshydrogenase pour produire, en anaerobiose, de Tacetyl-CoA et du 
NADH a partir du pyruvate, Ceci peut etre obtenu en deletant les genes pfIA et, 
/7>75 codant pour la pyruvate formate lyase. 
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Selon un mode particuiier de realisation de Tinvention, la souche initiale 
comprend done egalement une deletion d'au moins un gene choisi pamii IdhA, 
pfIA, pfIB et adhE, de preference la deletion des quatre genes IdhA, pfIA, pfIB et 
adhE. 

5 De maniere encore plus avantageuse, la souche initiale selon I'invention 

comprendra egalement au moins un gene codant pour une enzyme favorisant en 
anaerobiose, le metabolisme du pyruvate en acetate. 

De preference, I'enzyme favorise, en anaerobiose. le metabolisme du 
pyruvate vers la production d'acetyl-CoA et de NADH. Plus preferentiellement 
10 cette enzyme est un complexe pyruvate deshydrogenase. 

De maniere avantageuse, ledit gene codant pour une enzyme favorisant, en 
anaerobiose, le metabolisme du pyruvate en acetate est peu sensible a Tinhibition 
par le NADH, 

Ce gene peut etre un gene endogene, codant pour une proteine endogene. 
15 ou encore un gene exogene ou h6t6rologue, codant pour une enzyme endogene 
ou exogene. 

Dans le cas d'un gene endogene codant pour une proteine endogene 
sensible a I'inhibition par le NADH, le precede d'evolution selon I'invention 
permettra de selectionner les souches a activite « 1.2-propanediol synthase » 
20 amelioree dont ledit gene codant pour une enzyme favorisant. en anaerobiose, le 
metabolisme du pyruvate en acetate code pour une enzyme evoluee rendue peu 

sensible a I'inhibition par le NADH. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, on peut introduire dans la 
souche initiale un gene heterologue qui code pour une enzyme peu sensible a 
25 I'inhibition par le NADH, ou codant pour une enzyme sensible, mais rendue peu 
sensible par la mise en ceuvre du precede d'evolution selon I'invention. 

De maniere avantageuse, on introduit dans la souche evoluee 
prealablement isolee, obtenue par le procede d'evolution selon I'invention. un ou 
plusieurs genes heterologues codant pour une ou plusieurs enz^ones impliquees 
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d'ameliorer les performances de production en 1 ,2-propanediol. En effet, I'acetate 
est un compose inhibiteurde la croissance bacterienne a faible concentration (15 
g/l) at bloque rapidement I'evolution des performances de la soucbe cultivee en 
chemostat en conditions anaerobies. 

L'introduction dans la souche evoluee des genes codant pour les enzymes 
catalysant la transformation de I'acetate en acetone entraine une diminution de la 
concentration residuelle en acetate lors de la culture en chemostat. De I'acetone 
est produit, compose largement moins inhibiteur de la croissance que I'acetate, la 
croissance de la souche et la production de 1 ,2-propanediol sont favorisees. 

De maniere avantageuse, le ou les genes heterologues codant pour une ou 
plusieurs enzymes impliquees dans la conversion de I'acetyl-CoA et de I'acetate 

I 

proviennent de C. acetobutylicum . 

Selon un mode preferentiel de realisation de I'invention, on cultive la 
souche evoluee modifiee obtenue precedemment sous pression de selection dans 
un milieu de culture approprie comprenant une source de carbone simple afin de 
faire evoluer dans ladite souche evoluee modifiee un ou plusieurs genes impliques^ 
dans la conversion de I'acetyl-CoA et de I'acetate en acetone vers une activite «=: 
acetone synthase » amelioree, puis on selectionne et on isole les souches de, 
microorganismes evolues de deuxieme generation ayant une activite « 1,2^: 
propanediol synthase » amelioree et une activite « acetone synthase » amelioree.- 
La presente invention concerne aussi une souche initiate selon I'invention 
telle que definie ci-dessus, ci-apres et dans les exemples. 

Elle concerne egalement une souche evoluee ayant une activite « 1,2- 
propanediol synthase » amelioree susceptible d'etre obtenue par le precede selon 
I'invention, telle que definie ci-dessus, ci-apres et dans les exemples, cette 
definition englobant les souches evoluees de deuxieme generation qui ont au 
surplus une activite « acetone synthase » amelioree. 

L'invention concerne enfin un precede de preparation de 1 .2-propanediol 
dans lequel on cultive une souche evoluee selon I'invention dans un milieu de 
culture approprie comprenant une source simple de carbone, puis on recupere le 
1 ,2-propanediol produit et le cas echeant de I'acetone, qui sont eventuellement 
purifies. 
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Les souches de microorganismes modifies, initiaux et evolu^s, selon 
rinvention peuvent etre procaryotiques ou eucaryotiques. susceptibies d'etre 
transformes et cultives pour permettre la production de 1 .2-propanedioi et le cas 

5 echeant d'acetone. 

Uhomme du metier sera a meme de selectionner lesdits microorganismes 

au regard de ses connaissances generates dans le domaine de la biologie 
celiulaire et moleculaire, et, le cas echeant, d'identifler les genes de ces 
microorganismes correspondant aux genes de E. co//mentionnes precedemment. 
10 Par souche de microorganismes, on entend selon rinvention un ensemble 

de microorganismes d'une meme espece comprenant au moins un 
microorganisme de ladite espece. Ainsi. les caracteristiques decrites pour la 
souche s'appliquent a chacun des microorganismes de ladite souche. De meme, 
les caracteristiques decrites pour Tun des microorganismes de la souche 
1 5 s'appliqueront a I'ensemble desdits microorganismes la composant. 

Les microorganismes modifies selon rinvention sont choisis parmi les 
bact^ries, les levures et les champignons, et notamment ceux des especes 
suivantes : Aspergillus sp., Bacillus sp., Brevibacterium sp., C/ostn'd/um sp., 
Corynebacterium sp., Escherichia sp., Gluconobacter sp., Pseudomonas sp., 
20 Rhodococcus sp., Saccharomyces sp. Streptomyces sp., Xanthomonas sp., 
Candida sp. 

Dans un mode de realisation prefere, la souche bacterienne est une souche 
(X Escherichia, en particulier d'E. coll Dans un autre mode de realisation, la 
souche bacterienne est une souche de Corynebacterium, en particulier C. 

25 glutamicum. 

Dans un autre mode de realisation, la souche de levure est une souche de 
Saccharomyces, en particulier S. cerevisiae 

Uinvention est decrite ci-dessus, ci-apres st dans les exemples par rapport 
A col' Ain-=;i l«s aenes susceptibies d'etre deletes ou surexprimes pourJes. 
.-.O eouchss evoiuses selon lliwemion sent deiinic prinGipalemenr par femploi de la 
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coli, I'homme du metier est capable de determiner les genes equivalents dans 
d'autres souches bacteriennes qu'E coIL 

Les moyens d'identification des sequences homologues et de leurs 
pourcentages d'homologie sont bien connus de Thomme du metier, comprenant 
5 notamment les programmes BLAST qui peuvent etre utilises a partir du site 
http://www.ncbi.nlm. nih,gov/BLAST/ avec les parametres indiques par defaut sur 
ce site. Les sequences obtenues peuvent alors etre expioitees (e.g. alignees) en 
utilisant par exemple les programmes CLUSTALW ( http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ ) 
ou MULTALIN ( http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin, pi ), avec les 

1 0 parametres indiques par defaut sur ces sites. 

En utilisant les references donnees sur GenBank pour les genes qui sont 
connus, Thomme du metier est capable de determiner les genes equivalents dans 
d'autres organismes, souches bacteriennes, levures, champignons, mammiferes, 
plantes, etc. Ce travail de routine est avantageusement effectue en utilisant les 

15 sequences consensus pouvant etre determinees en realisant des aiignements de 
sequences avec des genes issus d'autres microorganismes, et en dessinant deis 
sondes degenerees permettant de doner le gene correspondant dans un autre 
organisme. Ces techniques de routine de biologie moleculaire sont bien connueg 
dans Tart et sont decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Moleculsir 

20 cloning: a laboratory manual. 2"^ Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring 
Harbor, New York.). 

Par « deletion », on entend selon Tinvention une suppression de Tactivite 
du gene « delete ». Cette suppression peut etre une inactivation du produit 

25 d'expression du gene concerne par un moyen approprie, ou bien Tinhibition de 
I'expression du gene concerne, ou encore la deletion d'au moins une partie du 
gene concerne de maniere soit que son expression n'ait pas lieu (par exemple 
deletion d'une partie ou de Tensemble de la region promotrice necessaire a son 
expression) soit que le produit d'expression ait perdu sa fonction (par exemple 

30 deletion dans la partie codante du gene concerne). De maniere preferentielle, la 
deletion d'un gene comprend la suppression de Tessentiel dudit gene, et le cas 
echeant son remplacement par un gene marqueur de selection permettant de 
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faoiliter I'identification, Tisolement et la purification des souches evoluees seion 
I'invention. 

L'inactivatlon d'un gene se fait preferentiellement par recombinaison 
homologue. (Datsenko. K.A.; Wanner. B.L. (2000) One-step inactivation of 
5 chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PGR products. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645). Le principe d'un protocole en est rappele 
brievement : un fragment d'ADN lineaire est introduit dans la cellule. lequel 
fragment est obtenu in vitro, comprenant les deux regions flanquant le gene, et au 
moins un gene de selection entre ces deux regions (generalement un gene de 
10 resistance a un antibiotique). ledit fragment lineaire presentant done un gene 
inactive. Les cellules ayant subi un evenement de recombinaison et ayant integre 
le fragment introduit sont selectionnees par etalement sur milieu selectif. On 
selectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de double 
recombinaison. dans lesquelles le gene natif a ete remplace par le gene inactive. 
1 5 Ce protocole peut etre am§liore en utilisant des systemes de selections positive et 
negative, afin d'accelerer la detection des evenements de double recombinaisons. 

La technique preferentiellement utilisee pour I'introduction de ces genes 
dans la souche est I'electroporation, technique bien connue de I'homme du metier. 
Le protocole en est rappele brievement : les genes heterologues d'interet sont 
20 clones dans un vecteur d'expression entre un promoteur et un terminateur. Ce 
vecteur possede en outre un gene de resistance a un antibiotique afin de 
selectionner les cellules le contenant et une origine de replication fonctionnelle 
Chez la souche hote afin qu'il puisse se maintenir. Le protocole necessite la 
preparation de cellules botes electrocompetentes qui sont ensuite transformees 

25 par eiectroporation par le vecteur. 

Selon I'invention, les genes introduits par eiectroporation sont 
preferentiellement ies genes adc, ctfA et B, thI codant respectivement pour 
racetoacetate carboxylase, la coenzyme A transferase et la thiolase de la voie 
naturelle de production d'acetone de Ciosindium acetobuty Ileum, microorganisme 

-.0 r-ccnnu GonirnB e: itrsmsment psrtormant pour la production d'acetone pai 



1 er depot 



Modifiee le 13/04/04 



9 

Le precede d'evolution selon I'invention est un precede de preparation de 
microorganismes evolues permettant une modification des voles metaboliques, qui 
comprend de preference les etapes suivantes : 

a) Modification d'un microorganisme pour obtenir un microorganisme initial de 
5 maniere a inliiber la production ou la consommation d'un metabolite 

* 

autrement consomme ou produit lorsque les cellules du microorganisme 
initial est cultive sur un milieu defini, 

b) Culture des microorganismes initiaux modifies precedemment obtenus sur 
ledit milieu defini pour !e faire evoluer, le milieu defini pouvant egalement 

10 comprendre un co-substrat necessaire a cette evolution, 

c) Selection des cellules de microorganismes modifies capables de se 
developper sur le milieu defini, eventuellement avec un co-substrat 

Un tel precede d'evolution est decrit notamment dans la demande de brevet 
FR 03 13054, deposee le 6 novembre 2003, dont le contenu est incorpore ici par 
15 reference. 

En Tespece, la vole metabolique evoluee est la voie de biosynthese du 1 ,2- 
propanediol, et le cas echeant la voie de biosynthese de Tacetone. 

Par « milieu defini », on entend selon Tinvention un milieu de compositioln 
moleculaire connue, adapte a la croissance du microorganisme. Le milieu defini 
20 est substantiellement exempt de metabolite dont on supprime la production ou la 
consommation en realisant la modification- 
Par « co-substrat », on entend selon I'invention une molecule carbonee ou 
non, different du substrat, qui est implique dans une reaction et donnant un ou 
plusieurs atomes au substrat afin de former le produit Le co-substrat n'a pas de 
25 propriete mutagene reconnue. 

Par « selection », on entend selon Tinvention un precede de culture, 
eventuellement en continu, conduit en appliquant des taux de dilution croissants 
de telle sorte de ne conserver dans le milieu de culture que les microorganismes 
ayant un taux de croissance egal ou superieur au taux de dilution impose. Ce 

30 faisant, on conserve les microorganismes ayant evolues de telle sorte que la 
modification realisee n*affecte plus la croissance. 
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Le procede d'evolution selon Tinvention est un precede de preparation de 
microorganismes evolues permettant une modification des voies metaboliques, qui 
comprend de preference les etapes suivantes : 

a) Modification d'un microorganisme pour obtenir un microorganisme initial de 
5 maniere a inhiber la production ou la consommation d'un metabolite 

autrement consomme ou produit lorsque les cellules du microorganisme 
initial est cultive sur un milieu defini, 

b) Culture des microorganismes initiaux modifies prec^demment obtenus sur 
[edit milieu defini pour le faire evoluer, le milieu defini pouvant egalement 

1 0 comprendre un co-substrat necessaire a cette evolution, 

qj Selection des cellules de microorganismes modifies capables de se 
developper sur le milieu defini, eventuellement avec un co-substrat. 
Un tel procede d'evolution est decrit notamment dans la demande de brevet 
FR 03 13054, deposee le 6 novembre 2003. 
15 En Tespece, la voie metabolique evoluee est la voie de biosynthese du 1,2- 

propanediol, et le cas echeant la voie de biosynthese de Tacetone. 

Par « milieu defini », on entend selon Tinvention un milieu de composition 
moleculaire connue, adapte a la croissance du microorganisme. Le milieu, defini 
est substantiellement exempt de metabolite dont on supprime la production ou la 
20 consommation en realisant la modification. 

Par « co-substrat », on entend selon rinventlon une molecule carbonee ou 
non, different du substrat, qui est implique dans une reaction et donnant un ou 
plusieurs atomes au substrat afin de former le produit Le co-substrat n'a pas de 
propriete mutagene reconnue. 

25 Par « selection », on entend selon invention un procede de culture, 

eventuellement en continu, Gonduii_an appliquant des taux de dilution croissants 
de telle sorts de ne conseri^er dans le milieu de culture que. les microorganismes 
ayant un taux de croissance egai ou suparieur au taux de dilution impose. Ge 
feisant on. conserves les micrDoroanismea syant evolues de telle sorte que la 
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Par « gene evolue », on entend selon Tinvention une succession d'acide 
nucleique delimite par un codon start et un codon stop en phase et ayant, a rissue 
de la selection, au moins un acide nucleique different par rapport a la sequence 
initiale. 

5 Par « proteine evoluee », on entend seion invention une succession 

d'acides amines (sequence proteique) ayant, a Tissue de la selection, au nnoins un 
acide annine different par rapport a la sequence proteique initiate. 

Les genes et proteines peuvent etre identifiees par leurs sequences 
primaires, mais egalement par homologies de sequences ou alignements qui 
1 0 definissent des groupes de proteines. 

Les PFAM (Protein families database of alignments and Hidden Markov 
Models ; http://www.sanger,ac.uk/Software/Pfam/) representent une large 
collection d'alignements de sequences proteiques. Chaque PFAM permet de 
visualiser des alignements multiples, de voir des domaines proteiques, d'evaluer 

15 la repartition entre les organismes, d'avoir acces a d'autres bases de donnees, de 
visualiser des structures connues de proteines. 

Les COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins ; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ ) sont obtenus en comparant les sequences 
proteiques issus de 43 genomes completement sequences representant 30 

20 lignees phylogenetiques majeurs. Chaque COG est defini a partir d'au moins trois 
lignees ce qui permet ainsi d'identifier des domaines conserves anciens. 

Selon invention, les termes « culture » et « fermentation » sont employes 
indifferemment pour designer la croissance de la bacterie sur un milieu de culture 
25 approprie comprenant une source de carbone simple. 

Par source de carbone simple, selon la presente invention, on entend des 
sources de carbone utilisables par Thomme du metier pour la croissance normale 
d'un microorganisme, d'une bacterie en partlculier qui peuvent etre Tarablnose, le 
fructose, le galactose, ie lactose, le maltose, le sucrose et le xylose. Une source 
30 de carbone simple tout particulierement preferee est le glucose. 

La definition des conditions de culture des microorganismes selon 
rinvention (fermentation) est a la portee de Thomme du metier. On fermente 
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notamment les bacteries a une temperature comprise entre 20°C at 55°C, de 
preference entre 25°C et 4Q°C, plus particulierement d'environ SOX pour C. 
glutamicum et S. cerevisiae et d'environ 34°C pour E. colL 

La fermentation est generalement conduite en fermenteurs aveo un milieu 
mineral de culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries 
utilis6es. contenant au moins une source de carbone simple et le cas echeant un 
cofacteur necessaire a la production du metabolite. 

En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi etre de 
composition identique ou similaire a un milieu iV19 (Anderson, 1946. Proa Natl. 
Acad. Sci. USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller. 1992; A Short Course in 
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coii and 
Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et al. (1999, Anal. Biochem. 270 : 
88-96), plus particulierement le milieu de culture minimum decrit ci-dessous : 



K2HP04 


ig/i 


N.T.A 


0,2g/l 


solution d'ollgoelement* 


1 0ml/I 


(NH4)2S04 


1g/l 


NaCI 


0,2g/l 


NaHCOs 


0,2g/l 


MgS04 


0,2g/i 


glucose 


20 a lOOg/l 


nitrate de sodium 


0,424g/l 


thiamine 


1 0mg/1 



50mg/l 

.in 1 



1 er depot 



12 

* solution d'oligoelement : Acide citrique k 4g/L, Mn S04 a 3g/L, Na CI a 
Ig/L, Co CI2 a 0,1g/L, Zn S04 k 0,10g/L, Cu S04 a 10mg/L, H3 BOS a lOmg/L, 
Na Mo 04 a lOmg/L . 

De maniere analogue, le milieu mineral de culture pour C. glutamicum 
pourra ainsi etre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Llebl et 
al., 1989, Appf. Microbiol. Biotecfinoi. 32: 205-210) a un milieu tel que defini par 
Riedel etal. (2001, J. IVIol. Microbiol. Bioteclinol, 3: 573-583). 

La fermentation est preferentiellement realisee en anaerobiose et en 
chemostat, c'est a dire, alimentee en continu, a un taux de dilution fixe, avec ledit 
milieu de culture minimum contenant une concentration en source de carbone fixe 
et etant degaze a I'azote. 

La concentration en source de carbone du milieu d'alimentation de la 
fermentation n'est augmentee que lorsque un regime permanent llmite par la 
concentration en source de carbone residuelle est atteint et stable pendant 
plusieurs jours. 

Le mode de culture en chemostat est le mode de culture preferentiel car 
c'est celui qui favorise I'amelioration des performances de croissance et de^ 
production en 1 ,2-propanediol de la soucbe modifee et conduit a isoler les? 
microorganismes evolues. 

Par activite «. 1 ,2-propanediol synthase » amellor6e, on entend seion 
I'invention I'ensemble des activites enzymatiques ameliorees impliquees dans la 
vole de conversion du DHAP en 1,2-propanediol. L'activite enzymatlque 
amelioree dans le microorganisme evolue consiste en une augmentation de la 
quantite de 1,2-propanediol par le microorganisme evolue par rapport aux 
quantites produites par le microorganisme initial correspondant, dans des 
conditions de culture Identiques. 

Par activite activite « acetone synthase » amelioree, on entend selon 
I'invention, I'ensemble des activites enzymatiques ameliorees impliquee dans la 
vole de conversion de I'acetate et de I'acetyl-coA en acetone. L'activite 
enzymatlque evoluee dans le microorganisme evolue de deuxleme generation 
consiste en une augmentation de la quantite d'acetone produite par le 
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microorganisme evolue de deuxieme generation par rapport au microorganisme 
evolue transforme correspondant, dans des conditions de culture identiques. 

L'invention concerne aussi I'isolement at la caracterisation des genes 
5 evolues dans les souches evoluees obtenues par le procede selon l'invention, et 
des proteines evoluees codees par lesdits genes evolues. Ces genes evolues 
peuvent etre ensuite introduits dans un organisnne bote sous le controle 
d'elements de regulation appropries pour son expression dans ledit organisme afin 
de permettre la production de la proteine evoluee correspondante. 
10 L' amelioration de performances des microorganismes modifies, en 

particulier de la souche E. coli MG16555 A tpiA, ApflAB. AadhE, IdhA :: kana , 
AgloA, AaldA, AaldB au cours de la culture en chemostat suggere que ces 
conditions de culture permettent de selectionner un complexe pyruvate 
deshydrogenase endogene fonctionnel en conditions d'anaerobioses, conditions 
15 de fortes productions de NADH. II est en effet connu que le complexe pyruvate 
deshydrogenase catalysant la transformation du pyruvate en acetyl-CoA en 
liberant du NADH n'est fonctionnel qu'en aerobie, alors que lorsqu'on est en 
condition d'anaeroblose c'est la pyruvate fomiate lyase qui est fonctionnelle et 
catalyse la transformation du pyruvate en ac§tyl-CoA et fomiate (Snoep J. L., De 
20 Graef M. R., Westphal A. H., De Kok A. Teixeira de Mattos M. J. and Neijssel O. 
M. (1993). Or une des modifications effectuees, sur la souche modifiee d'E. coli 
construite pour la production de 1 ,2-propanediol. pour produire du NADH par 
decarboxylation du pyruvate, est la delation des genes pfiA et pflB codant pour 
I'activite pyruvate formate lyase. La seule possibilite pour la cellule modifiee est de 
25 metaboliser le pyruvate en acetyl-CoA par le complexe pyruvate deshydrogenase 
en produisant un NADH. Le complexe pyruvate deshydrogenase de la souche 
modifiee evoluee a ete caracterise et est moins sensible au NADH que- le 
complexe pyruvate deshydrogenase de la souche sauvage. 

La.presente invention conduit a la selection d°un comple;ce pyruvate 
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1.2propanedioL La selection d'un complexe enzymatique peu sensible au NADH 
favorise la vitesse de production du 1 .2propanediol, 

La presente invention conduit a la selection de mutations du gene Ipd 
codant pour la Iipoamide deshydrogenase du complexe pyruvate deshydrogenase, 
5 Cette enzyme est connue pour etre responsable de l^inliibition du complexe 
pyruvate deshydrogenase par le NADH, 

La presente invention permet l^amelioration des performances des 
microorganismes modifies, en particulier de la souche E. coli MG1655 A tpiA, 
ApflAB, AadhE, IdhA :: kana, AgloA, AaJdA, AaldB egalement, par evolution, au 
10 cours de la culture anaerobie en chemostat, des enzymes endogenes impliquees 
dans la voie de conversion du DHAP en 1.2propanediol. L'evoiution de ces 
enzymes a pour consequence une augmentation du taux de croissance et de la 
concentration finale en 1,2-propanediol. 

Les activites methylglyoxal synthase, methylglyoxal reductase, 
15 hydroxyacetone reductase et lactaldehyde reductase sont determinees in vitrq,, 
comparees avec les activites en2:ymatiques de la souche modifiee non evoluee, et 
purifiees pour une caracterisation biochimique et moleculaire. Cette strategic 
permet de determiner les enzymes evoluees ainsi que les genes codants et de 
definir ainsi la voie de synthese preferentielle du 1,2-propanedioK 

20 

Description des figures 
Figure 1 : schema du metabolisme de la souche modifiee E. coli pour la 
production de 1 .2propanediol et d'acetone selon I'invention 

Legende : 

25 GLDH : glycerol deshydrogenase 

LDH : lactate deshydrogenase 
ADH : aldehyde-alcool deshydrogenase 
PFL : pyruvate formate lyase 
PDHc : complexe pyruvate deshydrogenase 
30 Figure 2 : comparaison de Tactivite enzymatique du complexe pyruvate 
deshydrogenase de la souche sauvage et de la souche evoluee selon I'invention 
en fonction de concentrations croissantes en NADH. 
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Les exemples de realisation ci-dessous permettrent d'illustrer Tinvention. 
sans chercher a en limiter la port§e. 

Exemples 1 : construction d'une souche modlfee d'F. coli UQ^mSAtplA, ApflAB, 
ABdhE, IdhA ::kana, AgloA, AaldA, AaidB capable de produire uniquennent du 1,2- 
propanediol et de Tacetate par fermentation du glucose : 

a) construction d'une souche modifiee B. co// MG1655^ tpiA :: cm : 
L'inactlvation du gene tpiA est reallsee en inserant une cassette de 
resistance a Cantibiotique chloramphenicol tout en deletant la majeure partie du 
gene conceme. La technique utilisee est decrite par Datsenko, K.A. ; Wanner. B.L. 
(2000) One-step inactlvation of chromosomal genes in Escherichia coli using 
PGR products. Proc. Natl. Acad Sci. USA97 : 6640-6645. 

Deux oligonucleotides sont utilises pour rdaliser le remplacement du gene 

tpiA: 

DtpiAr de 100 bases (SEQ ID NO 1): 
atgcgacatcctttagtgatgggtaactggaaactgaacggcagccgccacatggttcacgagctggtttctaacct 

gcgtaCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (4109007- 
4109087) du gene tpiA (sequence 4108320 a 4109087). sequence de reference 
sur le site http://genolist.Dasteur.fr/Colibri/) 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko. K.A. ; Wanner. B.L. 
(2000) One-step Inactlvation of chromosomal genes in Escherichia coli K- \2 using 
PGR products. Pmc. Natl. Acad Sci USA 97 : 6640-6645) 

DtpiAf de iOO bases (SEu lD NO. 2): 
^«-,a.-,r.nh-^rnncacttctacaqcttlaacqattac^C5gaaggcgtc3gctt^ 
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une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (4108320- 
4108400) du gene tpiA 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol portee par !e plasmide pKD3 

5 Les oligonucleotides DtpiAr et DtpiAf sont utilises pour amplifier la cassette 

de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit PGR 
obtenu est alors introduit par electropo ration dans la souche MG1655 (pKD46) 
dans laquelle le systeme X Red (y, exo) exprime favorise grandement la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants a Tantibiotique sont alors 
10 selectionnes et Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PGR avec les oligonucleotides cdh et YIIQ. 

cdh (SEQ ID NO 3) : 

ggtgatgatagttatcgccg (homologue a la sequence de 4107536 a 4107555) 

YIIQ (SEQ ID NO 4) : \ 

15 cgtgccatcgacagcagtcc (homologue a la sequence de 4109599 a 4109580) 

La cassette de resistance au chloramphenicol est ensuite eliminee. L^5 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT. 
de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les 
souches recombinantes par electroporation (Gheperanov P. P. and Wackernagel 
20 W. (1995) Gene disruption in Escherichia coli\ lo^ and Kmf^ cassettes with option 
of F!p-catalyzed excision of the antibiotic-resistance determinant, gene, 158, 9-14 
Apres une serie de culture a 42''C, la perte de la cassette de resistance a 
Tantibiotique est verifiee par une analyse PGR avec les memes oligonucleotides 
que ceux utilises precedemment. 

25 b) construction d'une souche modifiee E. coli l\4G1655 is^pIfAB :: cm : 

L'inactivation des genes plfA et pflB est realisee en inserant une cassette 
de resistance a I'antibiotique chloramphenicol tout en deletant la majeure partie 
des genes concernes. La technique utilisee est decrite par Datsenko, K.A. et 
Wanner, B.L. (2000). 



1 er depot 



17 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser le remplacement des 

genes pfIA et pfIB : 

DpIfB r de 1 00 bases (SEQ ID NO 5): 
ccggacatcctgcgttgccgtaaatctggtgttctgaccggtctgccagatgcatatggccgtggccgtatcatcggt 

gaCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (952235- 
952315) du gene p//B (sequence 950495 a 952777). sequence de reference sur 
le site http://genolist.pasteur.fr/Coiibri/) 

une region (caracteres majuscules) pour Tamplification de la cassette de 
. resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko. K.A. ; Wanner. B.L. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coliKA2 using 
PGR products. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645) 

DplfAf de 100 bases (SEQ ID NO 6): 
gatgcactataagatgtgttaaaaacgctgtagcagaatgaagcgcggaataaaaaagcggcaactcaataaa 

gttgccgGTGGAGGTGGTTGG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homoiogue a la sequence (949470- 
949550) situee en amont du gene pflA (sequence de 949563 a 950303) 

3 une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides pflABI et pflAB2 sont utilises pour amplifier la cassette 
de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit PGR 
obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche 1VIG1655 (pKD46) 

5 dans laquelle Tenzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison 
homologue. Les transformants resistants a I'antibiotique sont alors selectionnes et 
I'insertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse PGR avec les 
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pflAB 2 (SEQ ID NO 8) : 
gtgaaagctgacaacccltttgatctttta (homologue a la sequence de 953660 a 983689) 

c) construction d'une souche modifiee E, coli MG1655 AtpiA, LplfAB : 
La deletion des genes pflA et pfib par remplacement des genes par una 
5 cassette de resistance au chloramphenicol dans la souche MG1655 AtpiA a ete 
realisee par la technique de transduction avec le phage P1. Le protocole est 
constitue de deux etapes, d'une part la preparation du lysat de phage sur la 
souche l\/IG1655 LpifAB ::cmB\ d'autre part, la transduction de la souche MG1655 
AtpiA par ce lysat de phage. 

10 Preparation du lysat de phage : 

Ensemencement par 100pl d'une culture de nuit de la souche MG1655 
{ApifAB::cm) de 10 ml de LB + Cm SOpg/ml + glucose 0,2% + GaCIa 5 mM 
Incubation 30 min a 37°C sous agitation 

addition de 100 pi de lysat de phage PI prepare sur la souche sauvage 
15 MG 1655 (environ 1,109 phage/ml) j 

Agitation a SV^C pendant 3 heures jusqu'a la lyse totale des cellules 'i 
- Ajout de 200 pi de chloroforme et vortex 

Centrifugation 10 min a 4500g pour eliminer les debris cellulaires 

Transfert du surnageant dans un tube sterile et ajout de 200 pi de 
20 chloroforme 

Conservation du lysat a 4°C 

Transduction 

Centrifugation 10 min a 1500g de 5 ml d'une culture de nuit de la souche 
MG1655 (AtpiA) en milieu LB 
25 - Suspension du culot cellulaire dans 2,5 ml de MgS04 1 0 mM, CaCIa 5 mM 

- Tubes temoins : 100 pi cellules 

100 pi phages P1 de la souche MG1655 {ApfiAB::cm) 

Tube test : 100 pi de cellules + 100 pi de phages PI de la souche 

MG1655 {ApfiAB::om) 
30 - Incubation 30 min a 30°C sans agitation 

Ajout de 100 pi de citrate de sodium 1 M dans chaque tube puis vortex 
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Ajout de 1 ml de LB 

Incubation 1 heure a 37°C sous agitation 

Etalement sur des boites LB + Cm 30 yg/m! apres centrifugation 3 min a 

7000 rpm des tubes. 
5 - Incubation a 37°C jusqu'au lendemain 

Verification de la souche 

Les transformants reslstants a I'antibiotique sont alors selectionnes et 
rinsertion de la region contenant {pffAB::cm) est verifiee par une analyse PGR 
avec les oligonucleotides pflABI et pflAB2 d'une part, et cdh et YIIQ d'autre part. 
10 afin de verifier egalement la deletion du gene fp/A dans la souche Apf/AB ::cm. La 
souche retenue est denommee MG1655 ^{pflAB ::cm. £^tpiA). 

Comme precedemment. la cassette de resistance au chloramphenicol est 
ensuite eliminee. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
introduit dans les souches recombinantes par electroporation . Apres une serie de 
culture a 42°C. la perte de la cassette de resistance a I'antibiotique est verifiee par 
une analyse PGR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises 
precedemment. La souche obtenue est appelee MG1 6555 A tpiA, ApflAB. 

d) construction d'une souche modifiee E co!i MG1655 AadhB :: cm : 
Comme precedemment Tinactlvation du gene adhE est realisee en inserant 
une cassette de resistance ^ Tantibiotique chloramphenicol tout en deletant la 
majeure partie du gene conceme par la technique decrite par Datsenko. K.A. and 
V\/anner, B.L. (2000). 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la deletion : 
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DadhE r de 100 bases (SEQ ID N" 9 ) : 



atggGtgttactaatgtcgctgaacttaacgcactcgtagagGgtgtaaaaaaagcccagcgtgaatatgccagttt 



caGtCATATGAATATCC I CCTTAG 
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une region (caracteres majuscules) pour l*amplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. and Wanner, 
B.L. (2000) 

DadhEf de 100 bases (SEQ ID NO 10): 
5 caataacgaatgatagcaattttaagtagttaggaggtgaaaaatgctgtcaaaaggcgtattgtcagcgcgtctttt 
caTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (1294694- 
1294774) du gene adhE 

10 une region (caracteres majuscules) pour I'amplification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides DadhEr et DadhEf sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit 
PGR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche MG1655 
15 (pKD46) dans laquelle Tenzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants a Tantibiotique sont alors 
selectionnes et I'insertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PGR avec les oligonucleotides ychGf et adhECr. 

ychGf (SEQ ID N° 11) : 

20 ggctcattgcaccaccatccag (homologue a la sequence de 1293794 a 1294545) 

adhECr (SEQ ID 12) : 

gaaaagacgcgctgacaatacgcc (homologue a la sequence de 1297821 a 1298468) 

e) construction d'une souche MG1655 AtpiA, ApflAB, AadhE : 
La deletion du gene adhE dans la souche MG1655 AtpiA, AplfAB est 
25 effectuee comme precedemment a Taide de la technique de transduction a I'aide 
de phage PI (voir protocole au c). Le lysat de phage P1 est effectue sur la souche 
MG1655 AadhE ::cm, et la transduction de la souche MG1655 AtpiAApflAB est 
realisee a Taide de ce lysat. Les transductants resistants au chloramphenicol sont 
controles a Taide des oligonucleotides ychCf et adhECr pour verifier la mutation du 
30 gene adhE et aussi a I'aide des oligonucleotides pflABI et pflAB2 d'une part, et 
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cdh et YilQ d'autre part, afin de verifier egalement la deletion des genes pM et B, 
et tpiA dans la souche AadhE ::cm. 

Comme precedemment, la cassette de resistance au chloramphenicol est 
ensuite eliminee. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
introduit dans les souches recombinantes par electroporatlon. Apres une serie de 
culture a 42°C. la perte de la cassette de resistance a I'antiblotique est verifiee par 
une analyse PGR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises 
precedemment. La souche obtenue est appelee MG16555 A tpiA, ApflAB, AadhE. 

f ) construction d'une souche modifiee E. coli MG1655 AtpiA, ApflAB, 
AadhE, IdhA :: liana : 

L'inactivation du gene IdhA (coordonn^es 1439878 a 1440867) dans la 
souche MG1655 AtpiA, ApflAB. AadhEa ete realisee comme precedemment a 
I'aide de la technique du phage PI (voir protocole en c)). Le lysat de phage est 
realise avec la souche E coli K12 NZN1 1 Aplf:: cam, IdhA y.kana foumi par Clark 
DP. (Bunch P. K., Mat-Jan F. and Clark D. P. (1997) The IdhA gene encoding the 
fermentative lactate dehydrogenase of Escherichia, coli: microbiology, 1 43, . 187- 
195.). La transduction de la souche MG1655 AtpiA, ApflAB. AadhE esi realisee a 
raide du lysat de phage de la souche E coli K12 NZN11 Aplf:: cam, IdhA y.kana. 
Les transductants sont s6lectionnes sur kanamycine et ['insertion de la cassette 
kanamycine dans le g§ne IdhA est verifiee a I'aide des oligonucleotides hslJC et 
ldhAC2 . 

hslJC (SEQ ID N" 13) : 
gccatcagcaggcttagccg (homologue a la sequence 1439345 a 1439767) 

ldhAC2:(SEQlDN°14): 
gggtattgtggcatgtttaaccg (homologue a la sequence 1441007 a 1441029) 

La souche obtenue est appelee MG1655 Ai^lA, ApflAB, AadhE. IdhA:: 
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L'inactivation du gene gloA est realisee comme precedemment en inserant 
une cassette de resistance a Tantibiotique chloramphenicol tout en deletant la 
majeure partie des genes concernes par la technique decrite par Datsenko, 
K.A. and Wanner, B.L (2000). 

5 Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la deletion : 

GLOAD f de 100 bases (SEQ ID N°15) 

atgcgtcttcttcataccatgctgcgcgttggcgatttgcaacgctccatcgatttttataccaaagtgctgggcatgaa 
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

10 une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (1725861- 

1725941) du gene gloA (sequence 1725861 a 1726268), sequence de reference 

sur le site http://genolist.pasteur.fr/Colibri/ ) 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. and Wanner, 
15 B.L. (2000) i 

GLOA D R (SEQ ID N°16) 

ttagttgcccagaccgcgaccggcgtctttctcttcgattaactcaattttgtaaccgtccggatcttccacaaacgc^ 
aCATATGAATATCCTCCTTAG 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (1726188 - 
20 1 726268) du gene gloA (1 725861 - 1 726268) 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides GLOADr et GLOADf sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit 
25 PGR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche IVIG1655 
(pKD46) dans laquelle Tenzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants a Tantibiotique sont alors 
selectionnes et I'insertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PGR avec les oligonucleotides Nem A G d et Rnt C r . 

30 NemAQd (SEQ ID NO 17) : 

gaagtggtcgatgccgggattgaagaatggg (homologue de 1725331 a 1725361) 
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RntCr (SEQ ID N018) : 
gggttacgtttcagtgaggcgcgttctgcgg (homologue a la sequence de 1726766 a 
1726795) 

h) construction d'une souche modlfi^e E. coli MG1655 AtpiA, ApflAB. 

5 AadhE , IdhA :: kana , AgloA : 

L'inactivation du gene gloA dans la souche MG1655 AtpiA, ApflAB. 
AadhEJdhA :: kana a ete realisee comma precedemment a I'aide de la technique 
du phage PI (voir protocole en c)). Le lysat de phage Pi est effectue sur la 
souche MG1655 AgloA ::cm, et la transduction de la souche MG1655 AtpiA, 
10 ApfiAB, AadhE, IdhA :: kana est realisee a I'aide de ce lysat. Les transductants 
r^slstants au chloramphenicol sont controles a I'aide des oligonucleotides 
NemAQd et Rnt Cr pour verifier la mutation du gene gloA et aussi a I'aide des 
oligonucleotides. pflABI et pflAB2, cdh et YIIQ, ychCf et adhECr. hslJC et 
ldhAC2, afin de verifier egalement respectivement la deletion des genes pflA et B, 
1 5 tpiA , adhE , et /d/iA dans la souche AgioA ::cm. 

Comme precedemment, la cassette de resistance au chloramphenicol est 
ensuite eliminee. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
Introduit dans les souches recombinantes par electroporation. Apres une serie de 
20 culture a 42°C, la perte de la cassette de resistance a I'antibiotique est verifiee par 
une analyse PGR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises 
precedemment. La souche obtenue est appelee MG16555 ApiA, ApflAB, AadhE, 
IdhA :: kana , AgloA. 

i) construction d'une souche modifiee E. co//MG1655 A aldA :: cm 
25 LMnactivation du gene aldA est realisee comme precedemment en inserant 

une cassette de resistance a i'antibiotique chloramphenicol tout en deletant la 
majeure partie des genes concemes par la technique decrite par Datsenko, 
K.A. and Wanner, B.L. (2000). 
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atgtcagtacccgttcaacatcctatgtatatcgatggacagtttgttacctggcgtggagacgcatggattg 
atgtggtaGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 

avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (1486256 - 
5 1486336) du gene aldA (sequence 1486256 a 1487695), sequence de reference 
sur le site littp://genolist.pasteur.fr/Colibri/) 

une region (caracteres majuscules) pour I'amplification de ia cassette de 
resistance au chloramplienicoi du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. and Wanner, 
B.L. (2000) 

10 aid AD r de 100 bases (SEQ ID N°20): 

ttaagactgtaaataaaccacctgggtctgcagatattcatgcaagccatgtttaccatctgcgccgccaataccgg 

atttCATATGAATATCCTCCTTAG 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (1487615 - 
1 487695) du gene aldA (1 486256 a 1 487695) . 

15 une region (caracteres majuscules) pour rampiification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 "1 

' 4 

Les oligonucleotides AldA D r et aldAD f sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit 
PGR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche I\/IG1655 
20 (pKD46) dans laquelle Tenzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants a I'antibiotique sont alors 
selectionnes et Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PGR avec les oligonucleotides Ydc F G f et gapCCr . 

YdcF Cf (SEQ ID NO 21): 
25 tgcagcggcgcacgatggcgacgttccgccg (homologue de 1485722 a 1485752) 

gapCCr (SEQ ID N022) : 

cacgatgacgaccattcatgcctatactggc (homologue a la sequence de 1488195 a 
1488225) 

h) construction d'une souche modifiee E, coli MG1655 AtpiA, ApflAB, 
30 AadhE, IdhA :: kana, AgloA , AaldA 
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L'inactivation du gene aidA dans la souche MG1655 AtpiA, Apf/AB, AadhE, 
IdhA :: kana, , AgloA a ete realisee comme precedemment a I'aide de la technique 
du phage P1 (voir protocole en c)). Le (ysat de phage P1 est effectue sur la 
souche MG1655 AaldA ::cm, et la transduction de la souche MG1655 AtpiA, 
5 ApflAB, AadhE , IdhA :: kana, Ag/oA est reaiisee a I'aide de ce lysat. Les 
transductants resistants au chloramphenicol sont controles a Taide des 
oligonucleotides Ydc F C f et gapCCr pour verifier la mutation du gene a/dA et 
aussi a Taide des oligonucleotides, NemAQd et Rnt Cr, pflABI et pflAB2, cdh et 
YIIQ, ychCf et adhECr, hsIJC et IdhAC2, afin de verifier egalement respectivement 
10 la deletion des genes g/oA , pf/A et B, tp/A , adhE dans la souche AaldA ::cm. 

Comme precedemment, la cassette de resistance au chloramphenicol est 
ensuite eliminee. Le piasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
introduit dans les souches recombinantes par electroporation. Apres une serie de 
15 culture a 42°C, la perte de la cassette de resistance a Tantibiotique est verifiee par 
une analyse PGR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises 
precedemment La souche obtenue est appelee MG16565 A tpiA, ApflAB, AadhE, 
IdhA :: kana ,Ag/oA, AaldA. 

g) construction d'une souche modifiee E. co/f MG 1655 Aa/dB ::cm : 

20 LMnactivation du gene aldB est realisee comme precedemment en inserant 

une cassette de resistance a Tantibiotique chloramphenicol tout en deletant la 
majeure partie des genes concernes par la technique decrite par Datsenko, K.A. ; 
Wanner, B.L, (2000). 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la deletion : 

25 AldB D f de 100 bases (SEQ ID N"23) 

tcagaaGagcGCcaacggtttatccgaglagctcaccagcaggGacttggtttgGtggtaatgGtcGagcatcatctt 
gcGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 



avec : 
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une region (caracteres majuscules) pour I'amplification de la cassette de 
resistance au ciiloramphenicol du plasnnide pKD3 (Datsenko, K.A. and Wanner, 
B.L. (2000) 

aldBD r de 100 bases (SEQ ID N"24): 
5 atgaccaataatcccccttcagcacagattaagcccggcgagtatggtttccccctcaagttaaaagcccgctatg 

acaaCATATGAATATCCTCCTTAG 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (3754061- 
3754141) du gene a/dB {3752603 a 3754141) 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
10 resistance au ciiloramphenicol portee par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides AldB D r et aldB D f sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol a partir du plasmide pKD3. Le produit 
PGR obtenu est alors introduit par electroporation dans la souche MG1655 
(pKD46) dans laquelle I'enzyme Red recombinase exprimee permet la 
15 recombinaison homologue. Les transformants resistants a Tantlbiotique sont alors 
selectionnes et Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PGR avec les oligonucleotides aldB G f et YiaYGr . ^ 

aldB Cf (SEQ ID NO 25) : 
catatttccctcaaagaatataaaaaagaacaattaacgc (homologue a la sequence de 
20 3752057 a 3752095) 

YiaYGr (SEQ ID N026) : 

tatgltcatgcgatggcgcaccagctgggcg (homologue a la sequence de 3754644 a 
3754674) 

h) construction d'une souche modifiee E- co// 1V1G1655 Afp/A, ApffAB, 
25 AadhE , IdhA :: kana ,Ag/oA , Aa/dA, AaldB 

L'inactivation du gene aldB dans la souche iVlG1655 AtpiA, ApflAB, AadhE, 
IdhA :: kana, , AgloA, aldA a ete realisee comme precedemment a Taide de la 
technique du phage PI (voir protocole en c)). Le lysat de phage PI est effectue 
sur la souche MG1655 AaldB ::cm, et la transduction de la souche MG1655 Atp/A, 
30 ApflAB, AadhE, IdhA :: kana, AgloA, AaldA est realisee a Taide de ce lysat. Les 
transductants resistants au chloramphenicol sont controles a Taide des 
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oligonucleotides aldB C f et YiaYCr pour verifier la mutation du gene aldB et 
aussi a l-aide des oligonucleotides. NemAQd et Rnt Cr, pflABI et pflAB2. cdh et 
YIIQ, ychCf et adhECr, hslJC et IdhAC2. Ydc F C f et gapCCr, afin de verifier 
egalement respectivement la deletion des genes gloA , pfIA et B, tpiA , adhE, aldA 
5 dans la souche AaldB ::cm. 

Comme precedemment, la cassette de resistance au chloramphenicol est 
ensuite eliminee. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
introduit dans les souches recombinantes par electroporation. Apres une serie de 
1 0 culture a 42»C. la perte de la cassette de resistance a I'antibiotique est verifiee par 
une analyse PGR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises 
precedemment. La souche obtenue est appelee MG1655 AtpiA. ApflAB, AadhE, 
IdhA :: kana , AgloA, AaldA, AaldB. 



15 Exemple 2 : Culture et evolution de la souche modifiee E. coll MGia55 A tplA. 
ApflAB, AadhE. IdhA :: kana , AgloA. AaldA. AaldB en chemostat : 

Pour optimiser la production de 1,2-propanediol a partir de glucose par la 
souche E coll MG16555 A tplA. ApflAB. AadhE, IdhA:: kana , AgloA, AaldA. 
AaldB, une culture de la souche en chemostat. dans un milieu de culture 
20 minimum, supplements en nitrate de sodium et en extrait de levure. pendant 
plusieurs semaines, est realisee en condition d'anaerobiose. 

Au debut de la culture, la concentration initiale en glucose dans le bidon 
d'alimentation de la culture est de 20 g/1. le taux de dilution est de 0.04h--' et un 
flux d'azote continu est maintenu pour realiser les conditions d'an6robiose. La 
25 concentration cellulaire et les productions en 1,2-propanediol et acetate sont 
faihles. Apres plusieure semaines de culture, la croissance et les concentrations 
en produits augmentent. un regime permanent est atteint caracterise par une 
concentration en giucosa residuel nulle et des concentrations en produits 
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augmentee a 40 g/l. Cette augmentation de la concentration initiale en glucose 
entraine une augmentation des concentrations en bionnasse et en produits apres 
quelques semaines de culture dans ces conditions. Un deuxieme regime 
permanent est alors atteint caracterise par une concentration en glucose limitante 
5 et des concentrations en produits stables (acetate et 1 .2propanediol) superieures 
aux concentrations caracterisant le regime precedent. 

Lorsque ce regime permanent se maintient pendant plusieurs jours, la 
concentration initiale dans le bidon d'alimentation de la culture est augmentee a 
60 g/l. L'augmentation de la concentration initiale en glucose entraTne cette fois 

10 juste une legere augmentation de la concentration en biomasse et en produits 
apres quelques semaines de culture dans ces conditions. La limitation en glucose 
n'est jamais atteinte. La concentration en acetate est de 15 g/l, concentration a 
laquelle il inhibe la croissance de la souche. La culture est done bloquee par 
rinhibition par Tacetate empechant une amelioration des performances de la 

15 souche. 

Example 3 : Caracterisation d'un complexe pyruvate deshydrogenase evolue peu 
sensible au NADH : 

L'evolution du complexe pyruvate deshydrogenase (PDHc) vers un PDHc 
20 peu sensible au NADH est mis en evidence a la fois par un dosage de Tactivite de 

Tenzyme evoluee /n vitro, et, par comparaison de la sequence d'un des genes 
{Ipd) codant pour la lipoamide deshydrogenase du PDHc evolue avec celle du 
gene du PDHc natif, 

a) dosage de Tactivite enzymatique du complexe pyruvate 
25 deshydrogenase : 

Le dosage de Tactivite enzymatique du PDHc in vitro de la souche £ coti* 
MG1655 A tpiA, ApflAB, AadiiE, IdtiA :: liana , AgloA, AaidA, AatdB est effectue 
selon le protocole decrit par Schwartz et Reed (Schwartz E. R, and Reed L. J. 
(1970) Regulation of the activity of the pyruvate dehydrogenase complex of 
30 Esciiericliia .coH, Biochemistry, 6,1434-1439). 
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Un volume de 100 ml de culture cellulaire est preleve du chemostat dans 
des fioles prealablement degazees et rentrees sous une hotte anaerobie. Les 
cellules sent centrifugees 10 minutes a 6000 rpm. Le culot est mis en suspension 
dans environ 100 ml de tampon phosphate de potassium 50 mM, pH7.9, 0.5 mM 
5 thiamine pyrophosphate, puis centrifugees de nouveau 10 minutes a 6000 rpm. Le 
lavage est effectue une deuxieme fois dans les memes conditions. Le culot 
cellulaire est mis en suspension dans 800pl de tampon. La suspension cellulaire 
est desintegree au moyen d*un appareil a ultrasons en 4 cycles de traitement (30 
secondes a 30%), entrecoupes de 2 minutes de repos dans de ta glace. Les 

10 debris cellulaires sent elimines par centrifugation 5 minutes a 13400 rpm, le 
surnageant est Textrait acellulaire brut. Les sels presents dans Textrait acellulaire, 
susceptibles d'interferer dans le dosage enzymatique, sont elimines par passage 
de Textrait a travers une colonne PD10 equilibree avec du tampon phosphate de 
potassium pH 7,9, 0,5mM de thiamine pyrophosphate. L'extrait est elue avec 

15 3,5ml du meme tampon que precedemment. L'eluat recupere est l'extrait 
acellulaire brut. 

L'activite enzymatique de Textrait acellulaire brut est mesuree dans un 
premier temps en absence de NADH, puis dans un deuxieme temps en presence 
de concentrations croissantes de NADH de 0.14 mM a 2.7 mM . Les resultats 
20 obtenus sont compares avec ceux presentes dans la litterature pour la souche 

CO// sauvage figure n"" 3 (Snoep J. L., De Graef M. R., Westphal A. H., De 
Kok A. Teixeira de Mattos M. J. and Neijssel O. M. (1993) Differences in sensitivity 
to NADH of purified pyruvate dehydrogenase complexes of Enterococcus faecalis, 
Lactococcus lactis, Azotobacter v/ne/and/7 and Escherichia cali: implications for 
25 their activity in vivo, FEMS microbiology letters, 1 14,279"-284)). 

Les resultats obtenus indiquent que !e PDHc de la souche modifiee H coli 

UGVo55 d tpiA, ApfiAB, AadhE, idhA :: kana, AgloA, AaldA, AaidB. evoiuee est 
rnoins sensible au NADH que la souche sauvage d'£l coii. Pour un rapport 
[WAD-ir]/[^!ADH] = 33, une inhibition total e de ractivits du PDHc de la souche 
;;n ii9u^.^£ar ec?: CDzsivee-- sfons que S0% -ie l>cci^"ite du PDHc evolue est mssur^e. 
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b) Determination de la sequence du gene Ipd codant pour la lipoamide 
deshydrogenase du complexe pyruvate deshydrog^nase de la souche MG1655 
AtpiA, ApflAB, AadhE. IdhA :: kana , AgloA, AaldA, AaldB evoluee : 

L'ADN chromosomique de la souche E. co//1\/lG1655 A tpiA, ApflAB, 

5 AadhE, IdhA :: kana , AgloA, AaldA, AaldB est extrait a partir de 1 ml d'une culture 
de nuit en LB. Apres centrifugation, les cellules sont lavees avec de I'eau sterile 
puis eclatees par choc thermique 5 minutes a 94°C. L'ADN chromosomique est 
recupere dans le surnageant apres centrifugation. Le gene Ipd (sequence 127912 
a 129336) codant pour la lipoamide deshydrogenase (E3) du complexe pyruvate 

1 0 deshydrogenase est amplifie par PGR a I'aide des deux oligonucleotides suivants : 

AceEf (SEQ ID N°27) 
cgcgtgatcgacggtgctgatggtgcccg (homologue a la sequence 127504 a 127532) 

YacH r (SEQ 1DN°28) 

aagttcaggagagccgccc (homologue a la sequence 127513 ^ 129531) i 

15 Un produit PGR de 2000 palres de bases correspondant au gene Ipd esi 

obtenu et sequence. Les resultats obtenus montrent la presence d'une mutation 
ponctuelle entrainant le remplacement de I'alanine 55 par une valine. 

Exemple 4: Caract^risation des enzymes de la voie de synthese du 1,2- 
20 propanediol de la souche modifiee E. Co// MG 1655 A tplA. ApflAB, AadhE, IdhA :: 
kana , AgloA, AaldA, AaldB evoluee : 

Les enzymes impliquees dans la synthese du 1 ,2-propanediol a partir de 
dihydroxyacetone phosphate de la souche E. Co//MG1655 A tpiA, ApflAB, AadhE, 
IdhA :: kana , AgloA, AaldA, AaldB evoluee sont caracterisees in vitro. 

25 Un volume de 100 ml de culture cellulaire est preleve du chemostat dans 

des fioles prealablement degazees et rentrees sous une hotte anaerobie. Les 
cellules sont centrifugees 10 minutes a 6000 rpm. Le culot est mis en suspension 
dans environ 100 ml de tampon phosphate de potassium 50 mM, puis 
centrifugees de nouveau 10 minutes a 6000 rpm. Le lavage est effectue une 

30 deuxieme fois dans les memes conditions. Le culot cellulaire est mis en 
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suspension dans 800^1 de tampon. La suspension cellulaire est desintegree au 
moyen d'un appareil a ultrasons en 4 cycles de traitement (30 secondes a 30%), 
entrecoup§s de 2 minutes de repos dans de la glace. Les debris cellulaires sont 
elimines par centrifugation 5 minutes a 13400 rpm, le surnageant est I'extrait 
5 acellulaire brut. 

Des dosages des activites enzymatiques de I'extrait acellulaire brut sont 
effectues pour chaque enzyme en presence des differents substrats respectifs 
DHAP. methylglyoxal, hydroxyacetone. ( S et R )lactaldehyde et de NADH. NAD+, 
IMADPH ou NADP+. Le niveau d'expression des enzymes de la souche evoluee 
10 est ainsi compare au niveau d'expression des enzymes de la souche non evoluee. 
Les prot^ines contenues. soit dans I'extrait acellulaire obtenu a partir de la culture 
de la souche E. Co//*MG1655 A tpiA, ApflAB, AadhE, IdhA:: kana, AgloA, AaldA, 
AaldB evoluee, soit dans I'extrait acellulaire obtenu a partir de la culture de la 
souche E. Co// MG 1655 A tpiA, ApflAB. AadhE, IdhA:: kana . AgloA, AaldA, AaldB 
15 non evoluee, sont deposees et separees sur des gels de polyacrylamide en 
conditions natives. Les gels sont ensuite exposes avec. soit du DHAP et du NAD+ 
ou du NADP+, soit du methylglyoxal et du NAD+ ou du NADP+. soit de 
I'hydroxyacetone et NAD+ ou du NADP+, soit du ( S ) ou du (R) lactaldehyde et du 
NAD+ ou du NADP+. La reaction est realisee en presence phenazine 
20 methosulfate qui couple le transfert d'electron entre le NADH ou le NADPH produit 
par la reaction et un colorant le bromure de tetrazolium qui forme un precipite 
dans le gel. Les differentes enzymes evoiuees impliquees dans la voie de 
reduction du DHAP en 1 ,2-propanediol sont ainsi identifiees dans la souche 
evoluee apres decoupe de la bande sur gel natif. elution de la proteine et 
25 sequengage N-terminal. 



Biemple 5 : Construction d'une souche modifiee E. Go// MG1655 A tpiA, ApflAi^, 
AadhE, MM :: kana . AgloA AaldA AaldB (pSOS93TJ<^^ de produire du 1.2- 
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racetoacetate carboxylase, la coenzyme A transferase et la thiolase sous la 
dependance du promoteur thiolase. Ces trois enzymes catalysent !a 
transformation de I'acetyl-CoA et de I'acetate en acetone et dioxyde de carbone. 
Ce plasmide est introduit dans la souche E. co//*MG1655 A tpiA, ApflAB, AadhE, 
IdhA :: kana , AgloA, AaldA, Aa/dB eyo\uee par electroporatlon. 

Des cellules electrocompetentes de la souche E. coir MG1655 A tpiA, 
ApflAB, AadhE, IdhA :: kana , AgloA, AaldA, AaldB sont preparees a partir d'une 
culture de nuit de la souche en LB. Une culture de 10 ml LB en erienmeyer est 
ensemencee au 100i^"ie par la culture de nuit et incubee a 37°C. Lorsque la 
densite optique a 550 nm de la culture atteint une valeur comprise entre 0.4 et 0.6, 
1 ml de culture est centrifugee. Les cellules sont lavees avec de I'eau, puis avec 
une solution de glycerol a 10%, avec d'etre resuspendues dans 0.05 ml de d'une 
solution de glycerol a 10 %. Les cellules sont electroporees imm^diatement (25 
]x?, 200 Q, 2.5KV) (Gene pulser, Biorad) avec 5 ^1 de la preparation plasmidique 
pSOS95T (Qiagen. Hilden germany). Apres 1 heure d'expression phenotypiqu^ en 
milieu SOC (Sambrook J., Fristch E. F. and Maniatis T. (1989) Molecular cloning : 
a laboratory manual. 2 nd ed Cold Spring Harbor Laboratory, cold Spring Harbor, 
N.Y.) a 37°C. les transformants sont selectio'nnes sur milieu gelose avec de la 
carbenicilline 1 00 ^ig/ml a 37°C. 

Les transformants sont remis en culture llquide en presence \ de 
carbenicilline pendant une nuit pour realiser une extraction d'ADN plasmidique 
(Qiagen, Hilden Germany) afin de controler la presence du plasmide pSOS95T et 
de verifier par digestion enzymatique qu'il est correct. 

Exemple 6 : Culture de la souche modifiee E. Coll *MG1655 A tpiA, ApflAB, 
AadhE, IdhA:: kana , AgloA, AaldA, AaldB (pSOS95T) evoluee capable de 
produire du 1 ,2-propanedioi et de I'acetone : 

La souche modifiee E. Coir MG1655 A tplA, ApflAB, AadhE, IdhA :: kana , 
AgloA, AaldA, AaldB (pSOS95T) evoluee est cultivee en chemostat dans un milieu 
de culture minimum supplemente en nitrate de sodium et en extrait de levure avec 
une concentration initiate en glucose de 60g/l en condition d'anaerobiose (figure 

2). 
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La croissance de la souche et la production de 1 ,2-propanediol et d'acetone 
augmentent jusqu'a ce que la concentration en acetate atteigne 15 g/l. Au cours 
du temps, la concentration en acetate diminue au profit de Tacetone et entraTne 
une augmentation de la croissance et de la concentration en 1 ,2-propanediol 
5 produite. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de preparation d'une souche de microorganismes evolues pour la 
production de 1,2~propanedioI par metabolisme d'une source de carbone 
simple, ledit procede connprenant la culture sous pression de selection dans 
un milieu de culture approprle comprenant une source de carbone simple, 
d'une souche bacterienne initiate comprenant une deletion du gene tpiA et 
une deletion d'au moins un gene implique dans la conversion du methyl 
glyoxal (propanal) en lactate, afin de faire evoluer dans ladite souche initiale 
un ou plusieurs genes impliques dans la voie de biosynthese du DHAP en 
methylglyoxal puis en 1,2-propanediol vers des genes evolues ayant une 
activite « 1,2-propanediol synthase » amelioree, puis on selectionne et on 
isole la ou les souches de microorganismes evolues ayant une activite « 1,2- 
propanediol synthase » amelioree. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le gene implique dans 
la conversion du methyl glyoxal en lactate est choisi parmi gloA, aldA et aldB, 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la 
souche initiale comprend la deletion des genes gloA, aldA, a/dBet tpiA. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la souche 
initiale comprend egalement une deletion des genes IdhA, pfIA, pflBei adhE. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la souche 
initiale comprend egalement au moins un gene codant pour une enzyme 
favorisant le metabolisme du pyruvate en acetate. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que Tenzyme favorisant le 
metabolisme du pyruvate en acetate est peu sensible a Tinhibition par le 



7. Procede selon I'une des revendications 5 ou 6, caracterise en ce que ladite 

enzyme favorise le metabolisme du pyruvate vers la production d'acetyl-CoA 
et de WADH. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en cs que Tenzyme est un 



NADH, 
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REVENDICATIONS 
Precede de preparation d'une souche de microorganismes evolues pour la 
production de 1,2-propanediol par metabollsme d'une source de carbone 
simple, ledit precede connprenant la culture sous pression de selection dans 
un milieu de culture approprie comprenant une source de carbone simple, 
d'une souche initiale de microorganismes comprenant une deletion du gene 
tpiA et une deletion d'au moins un gene implique dans fa conversion du 
methyl glyoxal (propanai) en lactate, afin de faire evoluer dans ladite souche 
initiale un ou plusieurs genes impliques dans la vole de biosynthese du DHAP 
en methylglyoxal puis en 1,2-propanediol vers des genes evolues ayant une 
activite « 1 ,2-propanediol synthase » amelioree, puis on selectionne et on 
isole la ou les souches de microorganismes evolues ayant une activite « 1 ,2- 
propanediol synthase » amelioree. 

Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce que le gene implique dans 
la conversion du methyl glyoxal en lactate est choisi parmi gloA, aldA eta/dB. 
Precede selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la 
souche Initiale comprend la deletion des genes g/oA aldA, aldBeX tpiA, 
Precede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ia souche 
initiale comprend 6galement une deletion des genes IdhA, pfIA, pflB^X adhE. 
Precede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la souche 
initiale comprend egalement au moins un gene codant pour une enzyme 
favorisant le metabollsme du pyruvate en acetate. 

Precede selon la revendication 5, caracterise en ce que I'enzyme favorisant le 
metabollsme du pyruvate en acetate est peu Sensible k I'inhibition par le 
NADH. 

Procede selon I'une des revendications 5 ou 6, caracterise en ce que ladite 
enzyme favorise le metabollsme du pyruvate vers la production d'acetyl-CoA 
. et de NADH. 

Precede selon ia revendication 7, caracterise en ce que I'enzyme est un 
complexe pyruvate deshydregenase. 

Procede selon I'une des revendications 6 a 8, caracterise en ce que I'enzyme 
favorisant le metabollsme du pyruvate en acetate est une enzyme endogene. 
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10. Procede selon I'une des revendicatlons 1 a 9, caracterise en ce que Ton 
introduit dans la souche evoluee un ou plusieurs genes heterologues codant 
pour une ou plusieurs enzymes impliquees dans la conversion de i'acetyl-CoA 
et de i'acetate en acetone. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le ou les genes 
heterologues codant pour une ou plusieurs enzymes impliquees dans la 
conversion de Tacetyl-CoA et de Tacetate proviennent de C. acetobutylicum. 

12. Procede selon Tune des revendicatlons 10 ou 1 1, caracterise en ce Ton cultive 
sous pression de selection dans un milieu de culture approprie comprenant 
une source de carbone simple une souche evoluee modifiee obtenue selon 
Pune des revendicatlons 10 ou 11 afin de faire evoluer dans ladite souche 
evoluee modifiee un ou plusieurs genes impliques dans la conversion de 
Tacetyl-CoA et de Tacetate en acetone vers une activite « acetone synthase » 
amelioree, puis on selectionne et on isole les microorganismes evolues de 
deuxleme generation ayant une activite « 1,2-propanedioi synthase » 
amelioree et une activite « acetone synthase » amelioree. 

13. Procede selon Tune des revendicatlons precedentes, caracterise en ce que la 
souche est choisie parmi les bacteries, les levures et les champignons, 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que la souche est choisie 
parmi une souche 6' Escherichia, en particulier £1 coli, et de Corynebacterium, 
en particulier C. glutamicum, 

15. Souche initiaie telle que definie selon Tune des revendicatlons 1 a 9. 

16. Souche evoluee susceptible d'etre obtenue par le procede selon Tune des 
revendicatlons 1 a 14. 

17. Procede de preparation de 1 ,2-propanediol dans lequel on cultive une souche 
evoluee selon la revendication 16 dans un milieu de culture approprie 
comprenant une source simple de carbone, puis on recupere le 1,2- 
propanediol produit. 

'18. Pro.aedi§.. salon la revendication 17, caracterise e-vx ce que Ton recupere du 
i .llpmpanBdiof eii de ('acetone. 
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241101.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> METABOLIC EXPLORER 

<120> preparation d'un microorganisme evolue pour la production 
1,2-propanediol 

<130> 241101 

<160> 28 

<170> Paten tin version 3.1 

<210> 1 

<211> 102 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 1 

atgcgacatc ctttagtgat gggtaactgg aaactgaacg gcagccgcca catggttcac 
gagctggttt ctaacctgcg tacatatgaa tatcctcctt ag 

<210> 2 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 2 

cttaagcctg tttagccgct tctgcagctt taacgattac tgcgaaggcg tcagctttca 
gagaagcacc accaaccagc tgtaggctgg agctgcttcg 

<210> 3 
<211> 20 
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^ ^ ^ ^ 241101.ST25.txt 
ggtgatgata gttatcgccg 

<210> 4 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 4 
cgtgccatcg 

<210> 5 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Arti 



acagcagtcc 



ficial 



<400> 5 

ccggacatcc tgcgttgccg taaatctggt gttctgaccg gtctgccaga tgcatatggc 
cgtggccgta tcatcggtga catatgaata tcctccttag 

<210> 6 
<211> 94 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 6 

gatgcactat aagatgtgtt aaaaacgctg tagcagaatg aagcgcggaa taaaaaagcg 
gcaactcaat aaagttgccg ctggagctgc ttcg 

<210> 7 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 7 

agacattaaa aatatacgtg cagctacccg 

« 

<210> 8 

<211> 30 

<212> DNA 
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241101.ST25.txt 

<213> Artificial 
<400> 8 

gtgaaagctg acaacccttt tgatctttta 

<210> 9 

<211> 101 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 9 

atggctgtta ctaatgtcgc tgaacttaac gcactcgtag agcgtgtaaa aaaagcccag 
cgtgaatatg ccagtttcac tcatatgaat atcctcctta g 

<210> 10 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 10 

caataacgaa tgatagcaat tttaagtagt taggaggtga aaaatgctgt caaaaggcgt 
attgtcagcg cgtcttttca tgtaggctgg agctgcttcg 

<210> 11 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 11 

ggctcattgc accaccatcc ag 
<210> 12 

<212> DWA 
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241101.ST25.txt 

<210> 13 
<211> 20 
<212> DNA 
<213> Artificial 

<400> 13 

gccatcagca ggcttagccg 

<210> 14 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 14 

gggtattgtg gcatgtttaa ccg 

<210> 15 

<211> 101 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 15 

atgcgtcttc ttcataccat gctgcgcgtt ggcgatttgc aacgctccat cgatttttat 
accaaagtgc tgggcatgaa gtgtaggctg gagctgcttc g 

<210> 16 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 16 

ttagttgccc agaccgcgac cggcgtcttt ctcttcgatt aactcaattt tgtaaccgtc 
cggatcttcc acaaacgcga catatgaata tcctccttag 

<210> 17 
<211> 31 
<212> DNA 
<213> Artificial 
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241101.ST25.txt 

<400> 17 

gaagtggtcg atgccgggat tgaagaatgg g 

<210> 18 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 18 

gggttacgtt tcagtgaggc gcgttctgcg g 

<210> 19 
<211> 102 
<212> DNA 

<213> Artificial 
<400> 19 

atgtcagtac ccgttcaaca tcctatgtat atcgatggac agtttgttac ctggcgtgga 
gacgcatgga ttgatgtggt agtgtaggct ggagctgctt eg 

<210> 20 

<211> 101 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 20 

ttaagactgt aaataaacca cctgggtctg cagatattca tgcaagccat gtttaccatc 
tgcgccgcca ataccggatt tcatatgaat atcctcctta g 

<210> 21 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> A r t i f i ci al 
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<211> 31 
<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 22 

cacgatgacg accattcatg cctatactgg c 3^ 

<210> 23 

<211> 101 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 23 

tcagaacagc cccaacggtt tatccgagta gctcaccagc aggcacttgg tttgctggta 60 
atgctccagc atcatcttgt gtgtaggctg gagctgcttc g 101 



<210> 24 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 24 

atgaccaata atcccccttc agcacagatt aagcccggcg agtatggttt ccccctcaag 
ttaaaagccc gctatgacaa catatgaata tcctccttag 



60 
100 



<210> 25 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> . 25 

catatttccc tcaaagaata taaaaaagaa caattaacgc 

<210> 26 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Artificial 



40 
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241101.ST25.txt 



<400> 26 

tatgttcatg cgatggcgca ccagctgggc g 

<210> 27 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> A rti f i ci al 



<400> 27 

cgcgtgatcg acggtgctga tggtgcccg 



<210> 28 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 28 

aagttcagga gagccgccc 
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